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@ Verwendung von Leflunomid zur Hemmung von Interleukin 1 beta. 



® N-(4-Trif luormethylphenyl)-5-methyl-isoxazol-4-carboxamid ist eine wirksame Verbindung zur Vorbeugung 
und Behandlung von Krankheiten, bel denen Interleukin 1 beta Involviert Ist. Sie findet Verwendung als 
Arznelmittel. 
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Lefiunomid (s. Formel. N-(4-Trifluornnethylphenyl)-5-methyl-isoxazol-4-carboxamid) ist als chemische 
Verbindung beretts bekannt (EP 0013376, EP0217206, US 4351841, US 4965276). 

Neben den bereits offenbarten antiphlogistischen Effekten bewirkt diese Substanz auch immunomodula- 
torische Wirkungen die sie zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen und Transplantatabstossungsreak- 
tionen befahigen. Es ist auch schon bekannt, dafi dieser Metabollt mit der Bezeichnung N-{4-Trifluorme- 
thylphenyl)-2-cyano-3-hydroxy-crotonsaureamid (s. Formel) fur die heiienden Wirkungen von Lefiunomid 
verantwortlich ist. 




Lefiunomid Leflunomid-Metabolit 

In Ubereinstimmung mit dieser Erkenntnis konnen die oben zitierten pinarmakologischen Wirkungen von 
Lefiunomid aucin dutch Applikation dieses genannten Metaboliten erhalten werden (Bartlett et al, Agents and 
Actions, 32 (1991) 10-21). 

Auch in Axton et al. J.Chem.SocPerkin Trans. 1 (1992) 2203ff ist beschrieben worden, dafl nicht 
Lefiunomid das aktive Prinzip darstellt, sondern da/3 dieser primare Metabolit die biologischen Wirkungen 
entfaltet. 

Sowohl in der Literatur (Bartlett et al. Agents and Actions, 32 (1991) 10-21), ais auch in eigenen 
Expehmenten, konnte gezeigt werden, dafl die im folgenden naher beschriebenen therapeutlschen Wirkun- 
gen durch Applikation des Leflunomid-Metaboliten nicht erhalten werden konnen. Erfindungsgemaf3 wurde 
namlich gefunden, dafl Lefiunomid einen starken inhibitorischen Einfiufl auf die Synthese bzw. Freisetzung 
von Zytokinen aus menschlichen Blutzellen besitzt, wohingegen der Leflunomid-Metabolit diese vorteilhafte 
Wirkung nicht aufweist. 

Unter den erfindungsgemafl angewandten experimentellen Bedingungen findet' keine nennenswerte 
Metabolisierung des Lefiunomid statt, und die inhibierende Wirkung ist ausschliefllich der Substanz 
Lefiunomid zuzuschreiben. 

Bei den Zytokinen handelt es sich um eine Klasse verschieden-artiger, biologisch hochpotenter Peptide, 
deren Strukturen bereits bekannt sind. Es ist ebenfalls schon bekannt. dafl sie endogen als Transmittersub- 
stanzen induziert und synthetisiert werden. 

Die Unterdruckung von Zytokinen im menschlichen oder tiertschen Korper ist deshalb von groSer 
medizinischer Bedeutung, weii uberhohte Spiegel dieser Zytokine zum .Auftreten bzw. Ausbrechen zahlrei- 
cher Krankheiten fuhren konnen. 

Zwar konnte zur Behandlung solcher Krankheiten auch ein Medikament eingesetzt werden. das die 
unerwunschte Wirkung des gegebenenfalis bereits vorhandenen Zytokines auf Organ-, Zell-, Gewebe- und 
Rezeptorsysteme des Korpers verhindert; es ist nun jedoch ein weiterer signifikanter Vorteil der vorliegen- 
den Erfindung. dafl durch Einsatz von Lefiunomid bereits die Synthese bzw. Freisetzung des Zytokines 
verhindert wird. so dafl dieses gar nicht erst entsteht. und somit die Entstehung der Krankheit bereits in 
einer sehr fruhen Phase verhindert werden kann. 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Lefiunomid zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten des menschlichen und tierischen Korpers, bei denen das 
Zytokin mit der Bezeichnung Interleukin 1 beta (ILIjS) involviert ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner auch die Verwendung von Lefiunomid zur Behandlung solcher 
Krankheiten. 

Die Erfindung betrifft auch Arzneimittel, die eine wirksame Menge von Lefiunomid enthalten, neben 
pharmazeutisch geeigneten und physiologisch vertraglichen Tragerstoffen, Verdunnungsmittein und/oder 
anderen Wirk- und Hilfsstoffen. 
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Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Vorbeugung und 
Behandlung von Krankheiten, bei denen Interleukin 1 beta invotviert ist, das dadurch gekennzeichnet ist,- 
dafi man Leflunomid mit einem pharmazeutisch geeigneten und physiologisch annehnnbaren Trager und 
gegebenenfalls weiteren geeigneten Wirk-. Zusatz- Oder Hilfsstoffen in eine geeignete Zubereitungsform 
5 bringt. 

\L^0 und seine krankheitsverursachenden Wirkungen sind ausfuhrlich in Ibelgaufts, Lexikon Zytokine, 
Medikon Verlag, Munchen 1992, und in der dort zitierten Literatur beschrieben*. 

Aber auch z. B. in WO 92/02822 und WO 91/155577. sowie in Thornberry et al. Nature 356 (1992) 768- 
774. Cerretti et al. Science 256 (1992) 97-100 und Eastgate. Duff et al. Lancet 2 (1988) 706-709 wird auf die 
w unerwunschten Wirkungen von IL1;9 hingewiesen, Uber die zentrale Rolle von ILl/9 beinn septischen 
Schock, bei Leukannie und Hepatitis wurde in Tanaka et at. An. Letts 21 (1988) 169-181 berichtet. 

Daruber hinaus hat ILI^S ein breites biologisches pathogenes Aktivitatsspektrum bei z. B. Muskelabbau, 
HIV-lnfektion und Hirnstoffwechselerkrankungen wie die Alzheimersche Krankheit. 

Die Synthese von ILI^S kann in zahlreichen Zellen wie Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen und 
75 Lymphozyten erfolgen; besonders aktiv ist sie in peripheren Monozyten. So wird verstandlich. dafi \L^0 eine 
zentrale Stellung bei besonders schwerwiegenden Krankheiten, deren Behandlung heute gar nicht oder nur 
unzureichend mdglich ist, einnimnnt. Auch deshalb kommt der aufgefundenen Wirkung vqn Leflunomid eine 
groBe Bedeutung zu. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung von Leflunomid zur Vorbeugung und Behand- 
20 lung von Krankheiten mit erhdhter Knorpelresorption. . Gehirnhautentzundungen, Mycobakterieller Infektio- 
nen, Thrombosen, arteriosklerotische Ablagerungen, erhohtem Fettspiegel Oder Gelenkzerstorung (Mustafa 
et al., J- Pediat., 115 (1989) Seite 1274 ff.; Kindler et al., Ceil. 56 (1989) seite 731 ff.; Joly et aL, Circ. Res., 
71 (1992) Seite 331 ff.; Ku et al., JBC, 267 (1992) Seite 14183; Chin et al., Arthritis and Rheumatism, 34 
(1991) Seite 314 ff.). 

25 Zur Behandlung dieser Krankheiten kdnnen insbesondere auch Arneimittelformen und galenische 
Zuberettungen von Leflunomid, die auf ubiichem Wege hergestellt worden sind, Verwendung finden. 

. Geeignete teste oder flussige galenische Zubereitungsformen sind beispielsweise Granulate. Pulver, 
Dragees. Tabietten, (Mikro)Kapseln. Suppositorien, Sirupe. Safte, Suspensionen, Emulsionen, Tropfen oder 
injizierbare Losungen sowie Praparate mit protrahierter Wirkstoff-Fretgabe. bei deren Herstellung ubliche 

30 Hilfsmittel, wie Tragerstoffe, Spreng-, Binde-, Oberzugs-. Quellungs-, Gleit- oder Schmiermittei. Ge- 
schmacksstoffe, SuGungsmittel oder Losungsvermittler, Verwendung finden. Als haufig verwendete Hilfsstof- 
fe seien z. B. Magnesiumcarbonat, Titandioxid, Laktose, Mannit und andere Zucker, Talkum. MilcheiweiB, 
Gelatine. Starke, Cellulose und ihre Derivate. tierische und pflanzliche Ole. Polyatthylenglykole und 
Losungsmittel. wie etwa sterile Wasser und ein oder mehrwertige Alkohole, z. B. Glycerin, genannt. 

35 In der Humanmedizin werden Dosiseinheiten mit 3 bis 5 mg, vorzugsweise 'lO, 25 Oder 50 mg pro 

Patient (70 kg Korpergewicht) verabfolgt. Falls medizinisch erforderlich kann die Dosiseinheit bis auf 100, 
200 Oder 500 mg pro Patient gesteigert werden. Die Dosierung kann etnmal taglich bis einmal wochentlich, 
vorzugsweise bis zu drei oder viermal taglich erfolgen. Die Applikation kann oral, peritoneal, intravends. 
intraartikular oder transdermal auf ubliche Weise erfolgen. Aus diesen Angaben lassen sich auch leicht die 

40 wirksamen veterinarmedizinischen Applikationen berechnen. 

SchlieBlich kann Leflunomid bei der Herstellung der vorgenannten galensichen Zubereitungsformen 
auch zusammen mit anderen geeigneten Wirkstoffen, beispielsweise Antiuricopathika, Thrombocytenaggre- 
gationshemmern, Analgetika und anderen steroidalen oder nicht-steroidalen Antiphlogistika, formuliert wer- 
den. 

45 • Experimentell konnten die Wirkungen von Leflunomid an einer isolierten Blutzellfraktion (mononukleare 
Zellen) nachgewiesen werden, die insbesondere keine nennenswerte Metabolisierung des Leflunomids zu 
seinem Metaboliten bewirkte. 

Beispiel 1 

50 

Die Anreicherung der mononuklearen Zellen aus frisch gewonnenem menschtichen Zitratblut erfolgte 
nach bekannten Standardverfahren (s. Tiku et al. J. Immunol. 136/10 (1986) 3677): 

10 ml frisch hergestelltes menschliches Zitratblut wurden vorsichtig mit 15ml Lymphoprep*"* (Molter 
GmbH, Heidelberg) unterschichtet und dann bei 400xg 40 min bei 20 'C zentrifugiert. Die sich in der 
55 Phasengrenze als weiOer Ring abzeichnende Zeltfraktion wurde mit Hilfe einer Spritze herausgezogen, 1:1 
(v/v) mit PM-16-Puffer (Fa. Serva Feinbiochimica GmbH & Co KG, Heidelberg) verdunnt und wie oben fur 
10 min zentrifugiert. Der Oberstand wurde mit 10 ml RPMI 1640-Puffer (Gibco, Berlin), dem vorher 300 mg/l 
L-Glutamin zugesetzt worden waren. gewaschen. Die gewaschene Zellfraktion wurde in 1 ml RPMI 1640, 
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dem vorher 300 mg /! L-Glutamin. 25 mmol/l HEPES (Gibco, Berlin), 0,1 g/ml Streptomyzin und 0,1 g/ml 
Penizyllin zugesetzt worden waren, aufgenommen. Mit Hilfe eines Zellzahlers (Typ IT , Fa. Coulter 
Diagnostics, Krefeld) wurde die Zellsuspension. die aus ca. 90 % Lynnphozyten und 10 % Monozyten 
besteht, auf etwa 5 Millionen Zellen/ml eingestellt. Die Zeliviabilitat wurde vor und nach den Inhibierungsex- 

5 perimenten mit Hilfe der bekannten Laktatdehydrogenase-Methode uberpruft. Eine Anderung der Viabilitat 
wurde dabei niclit festgestellt. 

Die Synthese und Freisetzung von zeltularem ILI^ wurde induziert, indenn zu 0,48 nnl der oben 
beschriebenen Zellfraktion eine Losung von 500 ng Lipopolysacharid (Salmonella abortus equi, Sigma 
GmbH, Deisenhofen) In 0,01 ml Dimethylsulfoxid/Wasser (1:10, v/v) gegeben wurde. Gleichzeitig wurde die 

70 Zellfraktion mit einer Losung von Leflunomid oder von Leflunomid-Metabolit in 0,01 mi Dimethylsulfoxid 
(jeweilige Endkonzentration siehe Tab. 1) versetzt, und das Gemisch wurde fur 20 h bei 37 *C in einem 
handelsublichen Inkubator belassen. Nach dem Abkuhlen O'C wurden die Proben 1 min in einer Tischzen- 
trifuge zentrifugiert, und jeweils 0,025-ml-Aliquote des Uberstandes wurden mit Hilfe des "Sandwich" 
Enzym-lmmuno—Testkits (Fa. Biermann GmbH, Bad Nauheim) nach Herstellervorschrift spezifisch auf ihren 

75 ILIjS-Gehalt untersucht. Die Kontrollwerte wurden ohne Zusatz von Leflunomid Oder Metabolit bestimmt und 
auf 100 % gesetzt. Insbesondere wurde durch entsprechende Vergleichsmessungen ein etwaiger EinfluB 
von Dimethylsulfoxid auf den 1L1 jS-Spiegel ausgeschlossen. ^ 

Weiterhin wurden Aliquote des Leflunomid enthaltenden Testansatzes zeitabhangig entnommen und mit 
Hilfe der der Hochdruckflussigchromatographie (C-18-Saule 3.9x150 mm. Waters GmbH. Eschborn, Lauf- 

20 mittel: 600 ml Methanoi/350 ml Wasser/ 50 ml Tetrahydrofuran/ 1 ml Phosphorsaure; Flufirate 0,7 ml/min 
bei 2000 pounds per ssquare inch (Psi); Detektion im ultravioletten Bereich bei 273 nm) auf ihren Gehalt an 
Leflunomid und Leflunomid-Metabolit uberpruft- Es zeigte sich, dad Leflunomid unter den angewandten 
Bedingungen nur sehr langsam, mit einer Halbwertszeit von ca. 10 Stunden, metabolisiert wird. 
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Tabelle 1 
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Prufsubstanz 



Leflunomid 



Konzentration Versuche mmol/l 



ILIjS im Uberstand Anzahl % +/- Standard-n 
Abweichung 



35 



Leflunomid-Metabolit 



0,1 

0,05 

0,01 

0,005 

0,0001 



17 + /-4 
27 + /-6 

70+ /-a 

68 

86+ /-II 



40 



ohne 



0,1 

0,01 

0 



99 + /-1 2 

100 + /-3 
100 



3 
4 



45 



Die o.g. Experimente zeigen, dafi der Leflunomid-Metabolit praktisch keinen EinfluB auf den IL1 j8- 
Spiegel bewirkt, wahrend der tLI j9-Spiegel nach Gabe von Leflunomid deutlich gesenkt wird. 
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Beispiel 2 

Herstellung von N-(4-Tnfluormethylphenyl)-5-methyl-isoxa2ol-4-carboxamid 
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Eine Losung von 0.05 Mol 4-Methylisoxa20l-4-carbonsaurechlorid (7,3 g) in 20 nr>LAcetonitril werden 
tropfenweise bei Raumtemperatur in eine Losung von 0,1 Mol 4-Trifluornnethylaniiin (16,1 g) in 150 ml 
Acetonttril gegeben. Nach 20 min Ruhren wird das ausgefallene 4-Trifluornnethytanilin-hydrochlorid abge- 
saugt, zweimai mit je 20 ml Acetonitril gewaschen und die vereingten Filtrate unter vermindertem Druck 
eingeengt. Ausbeute: 12,8 g weifles, kristallines N-(4-Trifiuormethylphenyl)-5-methyl-isoxa2ol-4-carboxamid 
(Leflunomid). 

Beispiel 3 

Akute Toxizitat nach intraperitonealer Verabreichung 

Die akute Toxizitat nach intraperitonealer Verabreichung der Testsubstanz wurde mit NMRI-Mausen (20 
bis 25 g) und SD-Ratten (120 bis 195 g) durchgefuhrt. Die Testsubstanz wurde in einer 1 %igen Natrium- 
Carboxymethylcellulose-Losung suspendiert. Die verschiedenen Dosierungen der Testsubstanz wurden den 
Mausen in einem Volumen von 10 ml/kg Korpergewicht und den Ratten in einem Volumen von 5 ml/kg 
Korpergewicht verabreicht. Pro Dosierung wurden 10 Tiere verwendet. Nach 3 Wochen wurde die akute 
Toxizitat nach der Methode von Litchfield und Wilcoxon bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 2 
zusammengefaBt. 

Tabeile 2 



40 





Leflunomid akute Toxizitat intraperitoneal LD50 (mg/kg) 


NMRI-Maus 
SD-Ratte 


185 (163 - 210) 
170 (153 - 189) 



45 



50 



55 



Patentanspriiche 

1. Ven/vendung von N-(4-Trifluormethylphenyi)-5-methyl-isoxazol-4-carboxamid zur Herstellung eines Arz- 
neimittels zur Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten. bei denen Interleukin 1 beta involviert ist. 

2. Venrt^endung gemafi Anspruch 1, beim septischen Schock, Leukamie, Heptatitis, erhohter Knorpelre- 
sorption, HlV-lnfektion. Hirnstoffwechselerkrankungen wie Alzheimersche Krankheit, Muskeiabbau, Ge- 
hirnhautentzundung, Mycobakteriellen Infektionen. Thrombosen, arterioskleoritische Ablagerungen, er- 
hohtem Fettspiegel Oder Gelenkzerstorung. 

3. Arzneimittel zur Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten, bei denen Interleukin 1 beta involviert 
ist. gekennzeichnet durch einen wirksamen Gehalt von N-(4-Thfluormethylphenyl)-5-methyl-isoxazol-4- 
carboxamid. 
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Arzneimittei gemafl Anspruch 3 zur Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten wie septischen 
Schock, Leukamie, Hepatitis, HIV-lnfektion, Hirnstoffwechselerkrankungen wie Alzheimersche Krankheit, 
Muskelabbau, Gehirnhautentzundung, Mycobakteriellen Infektionen, Thrombosen, erhohter Knorpelre- 
sorption, arterioskleorotische Ablagerungen, erhohter Fettspiegel Oder Geienkzerstorung. 

Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels gemaS Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, da3 
man N-(4-Trifluormethylphenyl)-5-methyl-isoxazol-4-carboxamid mit einem physiologisch annehmbaren 
Trager und weiteren Wirk-, Zusatz- Oder Hilfsstoffen in eine geeignete Zubereitungsform bringt. 
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@ Verwendung von Leflunomid zur Hemmung von Interleukin 1 beta. 

@ N-(4-Trifluormethylphenyl)-5-methyl-isoxazol-4- 
carboxamid ist eine wirksame Verbindung zur Vor- 
beugung und Behandlung von Krankheiten, bei de- 
nen Interleukin 1 beta involviert ist. Sie tindet Ver- 
wendung als Arzneimittel. 
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